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Резюме
Имеющиеся на текущий момент методы измерения 
внутриглазного давления (ВГД) не всегда способны 
предоставить объективные данные. Таким образом, 
актуальна задача создания нового объективного мето-
да тонометрии.
ЦЕЛЬ. Разработка конфокальной оптической системы 
для зондирования роговицы поляризованным светом. 
Исследование поляризации люминесценции, исходящей 
из роговицы глаза кролика ex vivo, индуцированной 
поляризованным излучением, в зависимости от ВГД.
МЕТОДЫ. Энуклеированный глаз кролика фиксировал-
ся в держателе с системой установки и поддержания ВГД. 
Поляризованным излучением диодного лазера с дли- 
ной волны 405 нм инициировали локальную фотолю-
минесценцию роговицы. Измерение спектров фотолю-
минесценции проводилось конфокальным микроскопом 
спектрометра комбинационного рассеяния. Для изме-
рения ко- и кроссполяризованных компонент фотолю-
минесценции использовали поляризационный фильтр, 
направляемый параллельно или перпендикулярно век-
тору поляризации возбуждающего излучения. Измерения 
спектров фотолюминесценции проводили при значениях 
ВГД 20, 40 и 60 мм рт.ст. 
РЕЗУЛЬТАТЫ. Получены спектры степени поляриза-
ции при значениях ВГД 20, 40 и 60 мм рт.ст. Изменение 
ВГД в пределах 20-60 мм рт.ст. не дает сколько-нибудь 
значимого изменения спектров поляризации фотолю-
минесценции.
ВЫВОДЫ. Достоверного отличия измеренных спект-
ров при различных значениях ВГД не обнаружено. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тонометрия, глаукома, фотолюми-
несценция, фотоупругость, роговица.
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Глаукома является второй ведущей причиной слепоты в мире, с ожидаемым количеством больных до 80 миллионов в 2020 году [1]. Клю-чевым фактором риска, влияющим на разви-
тие оптической нейропатии при глаукоме, является 
повышение внутриглазного давления (ВГД) [2, 3]. 
Снижение ВГД является единственным доказанным 
методом лечения глаукомы [4].
Измерение ВГД является одним из ключевых 
исследований в диагностике и наблюдении паци-
ента с глаукомой. Наиболее точным методом изме-
рения ВГД является прямая манометрия, не при-
менимая в рутинной клинической практике из-за 
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Abstract
Current methods of intraocular pressure (IOP) mea-
surement cannot always deliver reliable data. Therefore, 
creating a new objective tonometry method is a relevant 
objective.
PURPOSE: To develop a confocal optic system for cornea 
probing by polarized light. To explore the luminescence 
polarization, emitted by rabbit cornea ex vivo, induced by 
polarized radiation depending on IOP.
METHODS: An enucleated rabbit eye was fixated in the 
holder with the system of IOP setup and maintenance. 
The local photoluminescence of the cornea was initiated 
by polarized radiation of diode laser with 405-nm wave-
length. Photoluminescence spectrums measurement was 
performed by confocal Raman microscopy. To measure the 
co- and cross-polarized photoluminescence components, 
a polarization filter was directed parallel or perpendicu-
lar to the polarization vector of excitation radiation. The 
photoluminescence spectrums were measured with IOP of 
20, 40 and 60 mmHg. 
RESULTS: The spectrums of polarization degree cor-
responding to IOP values of 20, 40 and 60 mmHg were 
obtained. IOP change in the range of 20-60 mmHg did not 
produce any significant change of luminescence polariza-
tion specters.
CONCLUSIONS: No reliable change of measured specters 
was detected during the IOP change. 
KEYWORDS: tonometry, glaucoma, photoluminescence, 
photoelasticity, cornea.
инвазивности. К настоящему моменту созданы 
и широко применяются методы непрямого неинва-
зивного измерения ВГД, которые, однако, подвер-
жены влиянию сторонних факторов при измере-
нии с последующим искажением результатов [5]. 
Неправильное измерение и интерпретация дан-
ных тонометрии приводят к критическим ошибкам 
в тактике лечения пациентов с глаукомой [6].
В настоящий момент существуют методы изме-
рения ВГД с учетом возможной погрешности из-за 
индивидуальных физических или биомеханиче-
ских особенностей роговицы — двунаправленная 
пневмоаппланация (Ocular Response Analyzer, ORA, 
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Так, изменение ВГД приводит к взаимосмещению 
коллагеновых волокон роговицы и изменению ее 
оптических характеристик, таких как рассеяние 
света и спектры фотолюминесценции. Эти измене-
ния были описаны как функция ВГД [12, 13]. Одна-
ко применение конфокальной или двухфотонной 
лазерной микроскопии затруднено в связи с тем, 
что не более 5% клеток стромы продуцируют сиг-
нал достаточной силы, что требует применения 
экзогенных красителей [14, 15].
Фотоупругость роговицы позволяет неинва-
зивно оценить изменения ее биомеханических 
свойств путем оценки оптических параметров. 
Ранее были предложены различные методы при-
жизненной оценки биомеханических свойств рого-
вицы: голографическая интерферометрия [16], 
спекл-интерферометрия [17], динамическая визу-
ализация [18], акустическая биометрия [19], двой-
ное лучепреломление с последующей обработкой 
[20]. Так, генерация второй оптической гармони-
ки (появление электромагнитных волн удвоенной 
частоты при нелинейном электромагнитном облу-
чении) позволила описать реакцию коллагеновых 
волокон в разных отделах роговицы на измене-
ние ВГД [12]. В наших предыдущих исследованиях 
мы определили, что фотолюминесценция рогови-
цы максимальна при длине волны возбуждающе-
го света 330-350 нм и является частично поляри-
зованной при возбуждении линейно поляризован-
ным светом [21]. При этом изменение ВГД вызыва-
ло изменение интегральной интенсивности спектра 
люминесценции, а вейвлет-анализ показывал неод-
нородность оптических структур [22]. При оптиче-
ском зондировании различных тканей глаза важно 
обеспечить локальность — сосредоточить зондиру-
ющий луч в требуемой области наблюдения и мак-
симально собрать свет, поступающий именно из 
этой области. В противном случае могут возникнуть 
значительные искажения результатов зондирова-
ния, вызванные светом, поступающим из примыка-
ющих областей. Такую задачу технически возмож-
но решить с помощью конфокальной оптической 
схемы. Основным ее элементом является простран-
ственный оптический фильтр, пропускающий лишь 
лучи, приходящие из заданной локальной области. 
Цели исследования:
1. Разработка конфокальной оптической систе-
мы, позволяющей реализовать зондирование 
локальной области тканей глаза сфокусированным 
пучком поляризованного света и измерение спек-
тров и состояния поляризации.
2. Исследование спектров степени поляриза-
ции люминесценции, исходящей из зондируемой 
области роговицы глаза кролика ex vivo, индуци-
рованной поляризованным излучением на длинах 
волн 350-450 нм в зависимости от внутриглазного 
давления.
«Reichert», США), точечная контактная тонометрия 
(Icare, «Tiolat», Финляндия) [7, 8]. Однако эти мето-
ды исследования также имеет косвенную природу, 
так как основаны на оценке деформации рогови-
цы. Таким образом, остается актуальной проблема 
создания прямого метода измерения ВГД, не обла-
дающего инвазивной природой, с возможностью 
применения в клинической практике.
Роговица глаза обладает свойством фотоупруго-
сти — изменением двулучепреломления при меха-
нической нагрузке. Благодаря линейному харак-
теру упругости роговицы, механическое напря-
жение непосредственно индуцирует оптические 
изменения [9]. Взаимосвязь механических и опти-
ческих свойств роговицы позволила провести экс-
периментальные исследования, выявившие осо-
бенности патогенеза кератоконуса и врожденного 
астигматизма [10, 11]. Известно, что микроархи-
тектоника волокон коллагена, образующих строму 
роговицы, изменяется при изменении ВГД и, как 
следствие, изменении напряжения ткани роговицы. 
Рис. 1. Кюветы для глаз и инструментарий
Fig. 1. Eye holder and instruments
Рис. 2. Вид капельницы на штативе для установки 
ВГД (слева) и вид держателя глазного яблока с глазом 
и иглой от капельницы в ходе эксперимента (справа)
Fig. 2. Medical instillator on a stand for IOP maintenance 
(left) and eye holder with and eye and a needle during the 
experiment (right) 
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Рис. 3. Схема экспериментальной конфокальной установки
Fig. 3. Principal diagram of confocal installation
Материалы и методы
В экспериментах использовались глаза кроли-
ков. Свежие глазные яблоки кролика были энукле-
ированы и использованы в пределах 10 часов после 
энуклеации. Глаза транспортировались в холодиль-
нике при температуре не выше 4°C. Перед проведе-
нием измерений глаза выдерживались при комнат-
ной температуре для нагрева до 18-20°C. Глазное 
яблоко фиксировалось в специальном держателе, 
снабженном системой установки и поддержания 
ВГД. Его конструкция зависела от типа установ-
ки (рис. 1). Устройство позволяло контролировать 
и поддерживать требуемый уровень ВГД во время 
облучения и проведения измерений. Для установ-
ки необходимого ВГД использовалась капельница 
с физраствором (0,9% NaCl), закрепленная на шта-
тиве (рис. 2). Игла капельницы вводилась через 
зрительный нерв в стекловидное тело. Путем закре-
пления сосуда с физраствором на определенной 
высоте столб жидкости в капельнице создавал необ-
ходимое значение ВГД (например, столб воды высо-
той 100 см создает давление, эквивалентное дав-
лению 76 мм рт.ст.). В данной работе измерения 
проводили при уровнях ВГД 20, 40 и 60 мм рт.ст. 
Точность установки давления составляла пример-
но ±1 мм рт.ст., что в основном связано с размера-
ми глазного яблока. В ходе каждого эксперимента 
роговица глаза орошалась физраствором с интерва-
лом 10 минут.
Для возбуждения люминесценции рогови-
цы глаза поляризованным светом в определенной 
локальной области и измерений спектров фотолю-
минесценции из этой же области была разработана 
и изготовлена экспериментальная установка, схема 
которой представлена на рис. 3.
В качестве источника возбуждения фотолюми-
несценции использовался диодный лазер (1), излу-
чающий на длине волны 405 нм. Излучение этого 
лазера в значительной степени линейно поляризо-
вано, тем не менее на его пути мы установили поля-
ризатор (9). С помощью дихроичного зеркала (3), 
отражающего свет с длиной волны меньше 420 нм 
и прозрачного для света с большей длиной волны, 
излучение лазера направлялось в микрообъектив (2) 
и фокусировалось в пятно диаметром примерно 
20 мкм. Длина перетяжки сфокусированного пучка 
при этом равняется примерно 50 мкм. Таким обра-
зом, внутри роговицы глаза создавалась локальная 
область высокой интенсивности возбуждающего 
излучения. Излучение люминесценции собирали 
тем же объективом (2), на выходе которого форми-
ровался слабо расходящийся пучок. Пучок прохо-
дил через зеркало (3) и с помощью системы зеркал 
(4) направлялся либо на камеру (8), либо на воло-
конный спектрометр (7) (Ocean Optics QE65000, 
США). Система, состоящая из двух объективов (5) 
и микроотверстия (6), обеспечивала конфокаль-
ность, то есть через микроотверстие могли про-
ходить лишь лучи, которые вышли из области 
перетяжки пучка возбуждающего лазера. Второй 
поляризатор (9) устанавливался за микроотверсти-
ем перед спектрометром на поворотном столике 
и использовался для измерения ко- и кроссполяри-
зованных спектров фотолюминесценции и степени 
поляризации сигнала люминесценции. 
Для измерения спектров фотолюминесценции 
мы использовали конфокальный микроскоп спек-
трометра комбинационного рассеяния Horiba Jobin 
Yvon LabRam HR800 (США). В качестве источника 
линейно поляризованного возбуждающего света 
использовался аргоновый лазер с длиной волны 
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Рис. 4. Спектры фотолюминесценции глаза in vitro при 
давлении 20 мм рт.ст. Кривая 1 — кроссполяризованная 
компонента спектра (оптические оси поляризаторов 
9 параллельны), кривая 2 — кополяризованная компо-
нента спектра (оптические оси поляризаторов 9 ортого-
нальны)
Fig. 4. Photoluminescence spectrum of the eye in vitro with 
IOP value of 20 mmHg. Curve 1 — cross-polarized spect-
rum component (optic axes of polarizers 9 are parallel), 
curve 2 — co-polarized spectrum component (optic axes 
of polarizers 9 are orthogonal)
Рис. 5. Спектр фотолюминесценции глаза in vitro при 
давлении 40 мм рт.ст. Кривая 1 — кроссполяризованная 
компонента спектра (оптические оси поляризаторов 9 
параллельны), кривая 2 — кополяризованная компо-
нента спектра (оптические оси поляризаторов 9 ортого-
нальны)
Fig. 5. Photoluminescence spectrum of the eye in vitro 
with IOP value of 40 mmHg.  Curve 1 — cross-polarized 
spectrum component (optic axes of polarizers 9 are 
parallel), curve 2 — co-polarized spectrum component 
(optic axes of polarizers 9 are orthogonal)
Рис. 6. Спектр фотолюминесценции глаза in vitro при 
давлении 60 мм рт.ст. Кривая 1 — кроссполяризованная 
компонента спектра (оптические оси поляризаторов 
9 параллельны), кривая 2 — кополяризованная компо-
нента спектра (оптические оси поляризаторов 9 ортого-
нальны)
Fig. 6. Photoluminescence spectrum of the eye in vitro 
with IOP value of 60 mmHg.  Curve 1 — cross-polarized 
spectrum component (optic axes of polarizers 9 are 
parallel), curve 2 — co-polarized spectrum component 
(optic axes of polarizers 9 are orthogonal)
Рис. 7. Степень поляризации фотолюминесценции 
роговицы глаза кролика при возбуждении поляризо-
ванным светом на длине волны 405 нм для различных 
значений ВГД (указаны на графике)
Fig. 7. Polarization degree of rabbit cornea photolumi-
nescence during excitation by polarized 405-nm wavelength 
light corresponding to different IOP values (noted on the 
graph)
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излучения 457 нм, являющийся составной частью 
спектрометра. Для измерения ко- и кроссполяри-
зованных компонент фотолюминесценции исполь-
зовали поляризационный фильтр из штатного 
аксессуара спектрометра, который устанавливали 
в специальный держатель прибора с направлением 
оптической оси параллельно или перпендикулярно 
вектору поляризации возбуждающего излучения. 
Измерения спектров фотолюминесценции прово-
дили при трех значениях ВГД: 20, 40 и 60 мм рт.ст. 
Время накопления сигнала составляло 10 секунд.
Результаты
Полученные на установке, схема которой пред-
ставлена на рис. 3, спектры приведены на рис. 4-6 
для значений ВГД 20, 40 и 60 мм рт.ст. соответ-
ственно. 
Результаты измерений при ВГД 20, 40 и 60 мм рт.ст. 
весьма схожи. Данные спектры позволяют получить 
соответствующие спектры степени поляризации 
фотолюминесценции P(λ), используя следующую 
формулу: 
 
где λ — длина волны,  — измеренные спек-
тры ко- и кроссполяризованных компонент фото-
люминесценции соответственно.
Расчетные спектры степени поляризации при-
ведены на рис. 7.
Хорошо видно, что изменение ВГД в пределах 
20-60 мм рт.ст. не дает сколько-нибудь значимого 
изменения спектров поляризации фотолюминес-
ценции.
Аналогичные результаты были получены на 
микроскопе Lab RAM HR 800. Они приведены 
на рис. 8 и 9.
Рис. 8 и 9 показывают, что формы спектров сте-
пени поляризации при изменении ВГД фактиче-
ски остаются неизменными. Возможно, имеются 
некоторые особенности прохождения света различ-
ных поляризаций через спектрометр, зависимые 
к тому же от длины волны света, что создает некото-
рые отличия форм спектров фотолюминесценции, 
полученных с помощью схемы, представленной 
на рис. 3, и конфокального микроскопа Lab RAM 
HR 800. Выявление таких особенностей выходит 
за рамки данной работы. Однако можно утверж-
дать, что значимого отличия спектров ко- и крос-
споляризованных компонент фотолюминесценции 
роговицы глаза, возбуждаемой линейно поляри-
зованным светом, и спектров степени поляриза-
ции при изменении ВГД в пределах 20-60 мм рт.ст. 
не наблюдается.
Рис. 8. Спектры фотолюминесценции глаза in vitro при 
давлении 20 мм рт.ст., измеренные с помощью конфо-
кального микроскопа Рамановского спектрофотоме-
тра. Кривая 1 — поляризованная компонента спектра 
с той же поляризацией, что и возбуждающий лазер, 
кривая 2 — поляризованная под углом 90°
Fig. 8. Eye photoluminescence spectrums in vitro with IOP 
20 mmHg, measured with Raman confocal microscopy. 
Curve 1 — polarized spectrum component with the same 
polarization as the excitating laser, curve 2 — polarized 
at 90°
Рис. 9. Степень поляризации фотолюминесценции 
роговицы глаза кролика при возбуждении поляризован-
ным светом на длине волны 457 нм для различных зна-
чений внутриглазного давления (указаны на графике), 
полученные по формуле (1) из спектров фотолюминес-
ценции, измеренных с помощью конфокального микро-
скопа Рамановского спектрофотометра 
Fig. 9. Photoluminescence polarization degree of rabbit 
cornea during excitation by polarized 457-nm wavelength 
corresponding to different IOP values (noted on the graph), 
obtained by formula (1) from the photoluminescence 
spectrums, measured by confocal microscope of Raman 
scattering spectrometer
,   (1)
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Заключение
Проведены исследования спектров фотолюми-
несценции роговицы глаз кроликов ex vivo, возбуж-
даемых линейно поляризованным светом на длинах 
волн 405 и 457 нм, для параллельной и перпендику-
лярной ориентации оптической оси поляризацион-
ного фильтра с помощью конфокальной оптической 
системы. Получены спектры степени поляризации 
при значениях ВГД 20, 40 и 60 мм рт.ст. Достовер-
ного отличия измеренных спектров при различных 
значениях ВГД не обнаружено.  
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